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摘要 目的 : 为 了 制备 用 于 检测 小 鼠 胚 胎 早 期 Ucp2 基因 表达 的 地 高 辛 标记 的 特 
异性 RNA 探 针 。 方 法 : 提取 小 鼠 胚 胎 脑 组 织 总 RNA, 设计 引 物 ， 通 过 RT -PCR 
方法 获取 Ucp2 基因 片段 , 将 其 克隆 到 pGEM -T 载体 。 分 别 利 用 Sp6. T7 和 Ucp2 
特异 性 引物 ，PCR 扩 增 获得 转录 模板 ， 通 过 Sp6 及 T7 RNA 聚合 酶 ， 获 得 地 高 
辛 标记 的 正义 、 反 义 Ucp2 RNA 原 位 杂交 探 针 。 检测 标记 探 针 的 效 价 后 ， 通 过 全 
胚胎 原 位 杂交 分 析 制 备 探 针 的 特异 性 和 杂交 效果 。 结 果 : 成 功 获 得 Ucp2 基因 正 
义 、 反 义 探 针 , 有 反 义 探 针 能 高 效 灵敏 检测 到 Ucp2 基因 在 小 鼠 胚 胎 Ed9.5、Ed10.5 
神经 系统 呈现 高 表达 ， 而 正义 探 针 未 能 检测 到 表达 信和 号。 结论 : 成 功 制备 了 特异 
高 效 的 地 高 辛 标记 Ucp2 RNA 原 位 杂交 探 针 , 为 进一步 研究 Ucp2 基因 在 小 鼠 胚 
胎 组 织 中 的 表达 ， 尤 其 在 神经 组 织 的 定位 黄 定 基础 。 
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Abstract: Objective To prepare the Ucp2 gene RNA probe labeled by digoxin, and 
was used to detect the early Ucp2 gene spatiotemporal expression in mouse embryos. 
Methods The primers were designed and the total RNA was extracted from fetal mice 
nervous tissue. The Ucp2 gene fragment was obtained by RT-PCR and cloned into the 
pGEM -T vector. Then transcription template was obtained using Sp6, T7 and Ucp2 
primers by PCR. Using Sp6 and T7 RNA polymerase, the digoxingenin-labeled 


antisense and sense probes were synthesized and confirmed by whole embryo in situ 
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hybridization. Results The plasmid pGEMT-UCP2 was constructed. The 
digoxingenin-labeled antisense Ucp2 probe was effectively detected in mice Ed9.5 
and Ed10.5, and the expression was not detected by the sense probe. Conclusion The 
antisense Ucp2 probe can be used specifically and sensitively for study in situ 
hybridization and lay the foundation for further research of Ucp2 expression in the 
tissue of mouse embryo, especially in the nerve tissue. 
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神经 管 畸 形 CNeural Tube Defects, NTDs) 是 一 种 主要 发 生 在 中 枢 神 经 系统 
的 严重 先天 性 出 生 缺 陷 ， 我 国 部 分 省 份 发 病 率 高 达 19.9%ol1， 已 经 成 为 导致 新 生 
婴儿 先天 畴 形 和 残疾 的 重要 原因 之 一 。 神 经 管 财 合 是 精密 调控 的 动态 过 程 ， 当 受 
到 环境 或 者 遗传 因素 的 影响 ， 会 引起 神经 管 畸形 发 生 P4。 近 年 来 研究 证 明 ， 糖 
尿 病 、 肥 翌 及 活性 氧 等 因素 是 神经 管 畸形 发 生 的 洪 在 因素 ， 而 这 些 因素 均 与 解 偶 
联 和 蛋白 2 CUncoupling Protein 2, Ucp2) AXIS 9， 故 Ucp2 成 为 NTDs 的 候选 基 
o Lupo PJ 等 中 和 本 课题 组 的 研究 均 显 示 Ucp2 3"- 非 翻译 区 的 插入 /缺失 多 态 性 
可 能 是 神经 管 畸形 危险 因素 由。 但 是 Ucp2 与 神经 管 畸形 的 具体 关系 尚 不 清楚 。 
进一步 研究 Ucp2 与 NTDs 发 生 的 关系 及 探索 其 中 的 机 制 ， 首 要 问题 是 揭示 
其 在 神经 管 发 育 中 的 表达 及 定位 。 核 酸 探 针 已 被 广泛 用 于 筛选 检测 基因 ,， 地 高 辛 
(Digoxigenin, DIG) 因 其 灵敏 度 高 、 特 异性 好 、 无 放射 性 危害 等 优点 近年 来 成 
为 核酸 探 针 的 常用 标记 物 外 ,目前 还 未 见 DIG 标记 Ucp2 RNA 探 针 的 相关 报道 。 
本 课题 利用 RNA 聚合 酶 在 体外 转录 中 将 DIG-11-dUTP A RNA 产物 制备 DIG 
标记 的 Ucp2 RNA 探 针 , 并 通过 全 胚胎 原 位 杂交 技术 检测 小 鼠 胚 胎 组 织 神经 管 发 
育 中 Ucp2 mRNA 表达 情况 确定 探 针 的 效果 ,此 探 针 的 成 功 制备 将 为 后 续 研 究 提 
供 检测 Ucp2 基因 的 高 效 手段 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 动物 : C57 小 鼠 ，20-25g 体重 , 12-15 周 ， 购 自 山西 医科 大 学 动物 实验 中 心 
1.1.2 主要 试剂 T7 RNA polymerase, SP6 RNA Polymerase 购 自 Promega 公司 ， 
DNA RNA labeling Mix (DIG-11-dUTP) 购 自 ROCHE Zr], PCR Master Mix 购 
自 TIANGEN 公司 
1.2 实验 方法 
1.2.1 制备 cDNA 模板 

收集 小 鼠 胚 胎 脑 组 织 ，Trizol 试剂 提取 总 RNA， 并 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检 


T 


测 提取 总 RNA 的 完整 性 。 使 用 TAKARA 公司 反 转 录 试 剂 盒 反 转录 成 cDNA, 
将 反 转 录 的 cDNA 保存 在 -20°C。 
1.2.2. Ucp2 引物 设计 、 反 转录 

Ucp2 探 针 引物 设计 : 根据 小 鼠 Vp2 基因 的 cDNA 序列 : 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/22228 iz it 5| Y] :  F-UCP2-1 
TTGGTTTCAAGGCCACAGAT, R-UCP2-1: GAGATTGGTAGGCAGCCATT ; 
F-UCP2-29: CCAACAGCCACTGTGAAGTT 
R-UCP22: GCTGCTCATAGGTGACAAACA. fiiit UCP2-F2/R2 扩 增 得 到 的 
探 针 模板 长 度 为 : 850bp。 

A PCR 反应 物 的 组 成 : 

PCR 反应 体系 一 : 2xMastermix (Transgene) lO0ul. 7ul WEAK. lul 的 正 
反 向 CFI 和 R1) 引物 (5uM)、 和 1U 的 cDNA. 

PCR 反应 体系 二 : 2xMastermix (Transgene) lO0ul. 7ul 的 超 纯 水 、1pl 的 正 
反 向 CF2 和 R2) 引物 (SuM), M 1u 的 上 一 轮 PCR 反应 产物 。 

PCR 反应 条 件 : 95'C 3min, 35 x (95'C 30s, 56°C 30s. 72°C 1min,), 72'C 
10min, 4°C. 
1.2.3 目标 片段 克隆 至 pGEM-T Easy 载体 、 转 化 及 表达 

将 PCR 扩 增 产物 连接 至 pGEM-T Easy 载体 中 。 连 接 的 反应 体系 为 : 
2xRapid Ligation Buffer 2.54]. T4 连接 酶 (TAKARA) 0.5 ul. pGEM-T Easy 载体 
(Promega) 0.5 ul, 扩 增 产物 1.5 ul. 室温 连接 Dh. 将 连接 产物 5 ub 加 入 到 100 
ul 的 Trans5a 感受 态 大 肠 杆 菌 中 ， 冰 上 放置 30min，42C 热 激 I1min, K EJX 
置 2min， 加 入 125 ul LB 液体 培养 基 ， 摇 床 摇 菌 45min (37'C，210rpm )。 将 涂 
布 后 的 平板 倒置 37C 细 菌 培养 箱 中 培养 12-14h。 
1.2.4 挑选 阳性 转化 子 测 序 

每 个 平板 挑 取 16 个 转化 子 ， 进 行 PCR. PCR 反应 体系 为 : 2xMasterMix 
CTransgene) 10 Hl， 超 纯 水 7 ul. UCP2 -F2 和 UCP2-R2 引物 (SuM) 及 模板 
各 lkL。 反应 条 件 为 95'C 2min, 35 x (94'C 30s, 58'C 30s, 72C Imin), 72'C 
lO0min, 4C. Bt 4ul PCR. 产物 进行 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 。PCR 鉴定 阳性 的 转化 
子 进 行 测序 鉴定 。 
1.2.5 DIG-Ucp2 RNA 探 针 体外 转录 制备 

探 针 模板 制备 : 将 测序 正确 的 携带 目标 片段 质粒 的 菌 液 利 用 质粒 小 提 试 剂 盒 
(GENERAY) 提 质 粒 ， 将 质粒 命名 为 pGEMT-Ucp2。pGEMT-Ucp2 插入 方向 为 
SP6 方向 。 将 pGEMT-Ucp2 作为 模板 ， 进 行 PCR. PCR 反应 体系 为 : 
2xMasterMix (Transgene) 10ul， 超 纯 水 7ul, UCP2 -F2 CUCP2-R2) 和 T7 (SP6) 


引物 uM) 及 模板 各 1hL。 反应 条 件 为 95'C 2min, 35 x (94'C 30s, 58'C 30s, 
72'C 1min), 72C 10min, 4C. EIR PCR. 产物 利用 无 酶 污染 的 PCR clean up 

(Axygen) 试剂 盒 收 集 线 性 化 模板 。 回 收 溶剂 为 无 核酸 的 超 纯 水 ， 回 收 体积 均 
为 15u. 

探 针 体外 转录 制备 : 将 上 述 纯化 后 的 模板 用 T7 RNA 聚合 酶 进行 体外 合成 。 
使 用 RNA 体外 转录 试剂 盒 (MAXIscript SP6/T7, Ambion, USA) 进行 转录 。 
按 试剂 盒 说 明 书 依次 加 入 10xtranscription buffer 201. 10mM ATP 1ul, 10mM CTP 
lul, 10mM GTP lul, 10mM UTP 0.6ul, 10mM DIG-11- UTP 1ul, RNA polymerase 
mix (SP6/ T7) 2ul, Template DNA 11.4 岂 ， 轻 弹 混 匀 离心 后 ，37C 水 浴 lh. JH 
A DNaseI CAmbion,USA) lul，37C 水 浴 1Smin， 以 去 除 模板 。 之 后 加 入 30 
DEPC 水 扩大 体积 至 S0u， 同 时 加 入 Shul 无 核酸 酶 3M 醋酸 钠 CpH5.2) 和 3 
倍 体积 的 无 水 乙醇 《国产 分 析 纯 )，-80'C 过 夜 沉淀 。4'C 12,000g 离心 20min, 
去 除 上 清 后， 沉淀 在 通风 橱 晾 干 ， 然 后 以 20pl 无 核酸 酶 超 纯 水 重 悬 。 

1.2.6 小 鼠 全 胚胎 原 位 杂交 Ucp2 在 Ed9.5. Edl10.5 的 表达 

处 死 好 娠 母 鼠 ， 获 取 Ed9.5. Edl0.5 BUG, 5t T PBS 配置 的 4% 多 聚 甲 醛 
C PFAO 中 ， 4C 固 定 过 夜 ， 按 常规 标准 步骤 操作 00。 对 照 组 用 正义 Ucp2 探 
针 ， 与 实验 组 同时 进行 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 ， 探 针 模板 一 一 重组 质粒 pEGMT-Ucp2 鉴定 

通过 基因 工程 方法 构建 重组 质粒 pEGMT-Ucp2 作为 表达 DIG-Ucp2 RNA f& 
针 的 模板 ， 利 用 UCP2-F2 和 UCP2-R2 引物 对 转化 菌 提取 质粒 进行 PCR 鉴定 ， 
结果 M 为 Marker (Trans 2K Plus DNA Marker), WË 1-8 为 引物 UCP2-F2 和 
UCP2-R2 扩 增 结果 ， 从 图 1 中 可 以 看 出 ， 第 2、4 转化 子 为 阳性 克隆 ， 在 850bp 
附近 呈现 单一 条 带 ,与 预期 结果 相符 。 选择 2 泳 道 的 阳性 重组 子 菌 液 携带 的 质粒 


进行 测序 分 析 ，blast 比 对 显示 序列 正确 无 误 〈 序 列 信 息 参 见 NM 011671). 
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1 重组 质粒 PCR 鉴定 
Fig.1 PCR analysis of recombinant plasmid 
M: DNA marker (Trans 2K Plus DNA Marker); 1-8: The PCR products of UCP2 recombinant 
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22 DIG-Ucp2 RNA 探 针 制备 

利用 SP6、T7 RNA 聚合 酶 在 体外 转录 合成 迭 入 DIG-11-dUTP 的 单 链 反 义 及 
正义 Ucp2 RNA 探 针 , 经 纯化 后 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 , 结果 表明 探 针 的 完整 性 较 
好 (图 2)， 经 紫外 分 光 光 度 计 测 定 DIG-Ucp2 RNA 探 针 浓度 为 1488.03ng/ul 
(OD260/280=1.98)。 
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2 Ucp2 RNA 探 针 电 泳 图 
Fig.2 the electrophoretogram of DIG-Ucp2 RNA probe 


M: DNA Marker (Trans 2K Plus DNA Marker); 1: DIG-Ucp2 RNA probe 
2. DIG-Ucp2 RNA 探 针 全 胚胎 原 位 杂交 结果 
通过 小 鼠 全 胚胎 原 位 杂交 检测 ， 反 义 探 针 检 测 到 Ucp2 在 9.5d 和 10.5d BTE 
胎 中 主要 表达 在 脑 组 织 的 前 脑 、 后 脑 、 中 脑 和 神经 管 发 育 部 位 ， 正 义 探 针 未 能 检 
测 出 Ucp2 mRNA 的 表达 (图 3)。 


Anti-sense probe 


sense probe 


3 DIG-Ucp2 RNA 探 针 全 胚胎 原 位 杂交 
Fig.3 the results of total embryo in situ hybridization by DIG-Ucp2 RNA probe 


3. i] ic 
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子 机 制 , 需要 首先 明确 相关 基因 在 神经 管 闭合 的 过 程 中 的 表达 情况 ,因此 原 位 杂 


交 技 术 在 NTDs 中 显得 尤为 重要 。 全 胚胎 原 位 杂交 技术 不 同 于 一 般 在 载 片上 对 细 
胞 或 组 织 切片 进行 探 针 杂交 检测 的 原 位 杂交 ,而 是 对 完整 胚胎 进行 杂交 检测 ， 从 
而 在 整体 上 观察 探 针 的 结合 部 位 ,因此 核酸 探 针 有 具有 更 明显 的 优势 00。 核 酸 探 针 
最 早 使 用 放射 性 同位 素 进行 标记 , 虽 具 有 敏感 性 高 、 特 异性 好 、 分 辨 力 强 等 优点 ， 
但 是 制作 成 本 高 、 半 衰 期 短 ， 而 且 有 放射 性 危害 ， 需 要 专门 的 实验 室 和 相应 的 防 
护 措施 ， 限 制 了 其 应 用 。 生 物 素 标记 探 针 有 具有 高 灵敏 度 ， 但 是 由 于 生物 样品 中 常 
含有 内 源 性 生物 素 及 生物 素 结 合 和 蛋白 , 检测 时 会 发 生 非特 异性 结合 , 影响 实验 效 
R, 在 检测 生物 样品 中 应 用 受 限 。 地 高 辛 标 记 探 针 检测 法 因 具 备 特 异性 好 ， 敏 感 
度 高 、 无 放射 性 危害 、 操 作 简 便 ， 结 果 稳 定 等 优点 ， 近 年 来 得 到 广泛 应 用 0 。 

UCP2 是 线粒体 解 偶 联 和 蛋白 家 族 的 一 员 , 位 于 线粒体 内 膜 上 的 一 类 载体 蛋白 ， 
参与 能 量 代谢 、 活 性 氧 产 生 、 上 胰岛素 分 泌 调 节 和 脂肪 酸 代 谢 等 功能 活动 3' 1. 
本 课题 组 与 国外 同行 对 人 群 中 Ucp2 3’ 非 翻译 区 插入 /缺失 多 态 性 与 NTDs 的 关系 
进行 了 研究 ， 但 是 Ucp2 在 神经 管 畸 形 发 生 中 的 分 子 机 制 尚 不 清楚 。 为 此 本 研究 
以 小 鼠 胚 胎 为 研究 对 象 ， 设 计 制 备 了 DIG 标记 的 Ucp2 RNA 探 针 。 根 据 Ucp2 
mRNA 全 长 核 昔 酸 序列 设计 引物 ,利用 逆转 录 PCR 获得 Ucp2 cDNA 片段 , 通过 
基因 工程 成 功 构 建 体 外 转录 合成 Ucp2 RNA 探 针 的 模板 一 一 重组 质粒 
pEGMT-Ucp2, 经 PCR 和 测序 鉴定 表明 Ucp2 序列 正确 。 然后 利用 体外 转录 体系 ， 
通过 SP6 . T7 RNA 聚合 酶 转录 生成 DIG-11-dUTP 32 A IE X. RX 
DIG-Ucp2-RNA 探 针 。 本 研究 所 制备 的 反 义 探 针 有 具有 特异 性 高 、 信 号 强 等 特点 ， 
能 高 效 检测 神经 管 发 育 的 关键 时 期 E9.5d、E10.5d 的 Ucp2 基因 在 前 脑 、 后 脑 、 
间 脑 及 神经 管 部 位 高 表达 ， 正 义 探 针 无 结合 ， 可 作为 阴性 对 照 ， 此 结果 与 相关 文 
献 报道 一 致 05]。 

本 研究 利用 地 高 辛 标记 核酸 探 针 ， 成 功 制备 了 DIG-Ucp2-RNA 探 针 ， 有 效 
检测 胚胎 神经 管 发 育 关 键 期 Ucp2 在 前 脑 、 后 脑 、 间 脑 及 神经 管 部 位 高 表达 ， 为 
进一步 研究 Ucp2 在 NTDs 中 的 作用 机 制 提供 了 有 力 的 手段 和 工具 。 
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